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Verfahren zum Nachweis von HIV-Antikorpern und dazu venvendete Antigene 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV mittels 
eines Immunoassays, das dadurch gekennzeichnet ist, daB mindestens ein Antigen 
abgeleitet von gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats, insbesondere aus dem Epitopbereich 
von Aminosaure (AS) 518-533 der Consensus D-Sequenz (= Epitopbereich II) und 
mindestens ein Antigen, das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen 
HIVl-Subtyp-Isolats der Gruppe M abgeleitet ist, verwendet wird und/oder mindestens ein 
Antigen abgeleitet von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats, insbesondere aus dem 
Epitopbereich von AS 551-565 der Consensus E-Sequenz (= Epitopbereich I) und 
mindestens ein Antigen, das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen 
HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist, verwendet wird. Weiterhin betrifft die 
Erfmdung Antigene und Antigengemische, deren Bestandteile vom env-Genprodukt gp41 
des HIVl Subtyps D bzw. von gp41 des HIVl Subtyp E abgeleitet sind, sowie deren 
Verxvendung zum Nachweis von HIV-Antikorpern und ein Reagenzienkit. 

AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) ist eine erworbene Immunschwache- 
Krankheit. die durch das HIV-Virus verursacht wird. Bisher sind als Erreger die Stamme 
HIVl und HIV2 bekannt. Beide Stamme ahneln sich in Bezug auf Morphologic, 
Zelltropismus, Wechselwirkung mit dem CD4-Rezeptor von T-Zellen, den in vitro 
cytopathischen Effekt auf CD4-Zellen. die generelle genomische Struktur und die 
Fahigkeit, die Krankheit AIDS auszulosen (Clavel, 1987, AIDS 1, 135-140). Allerdings ist 
der immunologische Verwandschaftsgrad gering, so daB HIVl-spezifische Antikorper im 
allgemeinen keine Kreuzreaktion zu HIV2 zeigen. Neben den am weitesten verbreiteten 
HIVl Gruppe M Subtypen ist noch ein weiterer HIVl-Subtyp, der Subtyp O bekannt 
(Myers et al, Los Alamos Datenbank, 1994; Sharp et al. AIDS Suppl. 8, S27-S42, 1994). 
Vorherrschend sind jedoch Infektionen mit HIVl Gruppe M. 
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Die einzelnen HIV-Subtypen der Gruppe M weisen trotz der grundsatzlichen 
Verwandtschaft untereinander in einigen genomischen Bereichen erhebliche 
Sequenzunterschiede auf, die dazu ftihren, dalJ auch auf Proteinebene zum Teil 
Heterogenitaten existieren. So karni es beispielsweise vorkonunen, dafi ein HIV- 
Antikorper-Nachweis, in dem Testbestandteile bzw. Antigene vorhanden sind, die 
spezifisch mit HIVl-Subtyp A reagieren, nicht mit HIVl-Subtyp B-Proben reagiert. Dies 
fiihrt zu falsch negativen Testergebnissen, die im Interesse des Patienten auf jeden Fall 
vermieden werden sol hen. 



Die Verwendung von Peptiden, die aus dem env-Bereich von HIV abgeleitet sind, zum 
Nachweis von Antikorpern gegen HIV, ist im Stand der Technik bekannt. So werden in der 
EP-A-0 326 490 synthetische Peptide zum Nachweis von HIV-Antikorpem beschrieben, 
die aus dem gp41-Bereich von HIVl bzw. dem gp36-Bereich von HIV2 (dort gp42 
genannt) abgeleitet sind. Eine luckenlose Bestimmung von Antikorpern gegen 
verschiedene HIVl-Subtypen. insbesondere der vorherrschenden Gruppe M. ist mit diesen 
Peptiden nicht moglich. 

In der WO 95/33206 wird ein immunologisches Verfahren zum simultanen Nachweis von 
Antikorpern gegen gp41, gp36 und gag-p24 offenbart. Das Verfahren funktioniert nach 
dem Prinzip des Briickentests. wie es beispielsweise in der EP-A-0 280 21 1 beschrieben 
ist. bei dem zwei Antigene den nachzuweisenden Antikorper verbriicken. Eines der 
Antigene ist an eine Festphase gebunden. Der Nachweis des verbriickenden Antikorpers 
erfolgt uber die Markierung. die das andere Antigen tragt. In dem in der WO 95/33206 
offenbarten Verfahren werden als Antigene Peptide verwendet. die von gp41 (HIVl) bzw. 
gp36 (HIV2) und vom HIVl gag-p24 abgeleitet sind. Die offenbarten Peptidsequenzen fiir 
gp41 sind von den HIVl-Subtypen O und B abgeleitet. Eine weitergehende Bestimmung 
von Subtypen, die gewahrleistet, dal3 auch andere HIV-Subtypen der Gruppe M sicher und 
mit ausreichender Sensititvitat detektiert werden, ist mit diesem Verfahren nicht moglich. 

Das Problem, dafi aufgrund der serologischen Heterogenitat innerhalb der HIVl Gruppe M 
mit den bislang bekannten, kommerziell erhaltlichen Tests falsch negative Resultate erzielt 
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werden, wird von Apetrei et al (AIDS 1996, Vol. 10, S. F57-F60) beschrieben. Es wird 
gezeigt, daJJ die derzeit erhaltlichen Screening-Tests zur Diagnose einer HIV-Detektion 
zwar den HIVl-Subtyp B erfassen. Jedoch werden Non-B-Subtypen wie beispielsweise 
Subtyp A, E Oder G nicht oder nur schwach positiv detektiert. Die aus dem Stand der 
Technik bekannten immunologischen Nachweisverfahren weisen somit erhebliche 
Schwachen auf. 

In der franzosischen Patentanmeldung FR-Al-2 730 493 werden Polypeptide der 
Glykoproteine gpl20 und gp41 beschrieben, die vom HIVl-Stamm MAD abgeleitet sind. 
Der HlVl-Stamm MAD ist vermutlich dem Gruppe-M-Subtyp D zuzuordnen. In dieser 
Anmeldung wird zwar darauf hingewiesen, daB falsch-negative Nachweisreaktionen bei 
der Detektion von HIV-Infektionen infolge der hohen Variabilitat von HIV ein Problem 
darstellen. Ein Losungsansatz fur dieses Problem wird jedoch nicht offenbart. 

Aufgabe war es daher, ein verbessertes Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen 
HIV und insbesondere HIVl-Subtypen zur Verfugung zu stellen. Dieses verbesserte 
Verfahren soUte gewahrleisten, daB insbesondere die Subtypen der weit verbreiteten 
Gruppe M spezifisch und eindeutig nachgewiesen werden. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV 
mittels eines Immunoassays, das dadurch gekennzeichnet ist, daC 

a) mindestens ein Antigen abgeleitet von gp4l eines HIVl-Subtyp D-Isolats. bevorzugt 
abgeleitet aus dem Epitopbereich II = AS 518-533 der Consensus D-Sequenz, und 
mindestens ein Antigen, das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen 
HIVl-Subtyp-lsolats der Gruppe M abgeleitet ist, verwendet wird und/oder 

b) mindestens ein Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats. bevorzugt abgeleitet aus 
dem Epitopbereich I = AS 551-565 der Consensus E-Sequenz, und mindestens ein 
Antigen, das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der 
Gruppe M abgeleitet ist, verwendet wird. Durch das erfmdungsgemaCe Verfahren werden 
die Nachteile des Standes der Technik zum groBen Teil uberwunden, das heiBt, daB mit 
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dem erfindungsgemafien Verfahren Proben von Patienten sicherer erfaBt werden, die mit 
HIVl-Subtypen der Gruppe M infiziert sind. 

Es hat sich uberraschenderweise herausgestellt, daC durch den Einsatz von Antigenen, die 
vom env-Genprodukt gp41 und insbesondere von Sequenzen der Epitopbereiche I und II 
von gp4I der verschiedenen HIVl-Subtypen stammen, der zuverlassigere Nachweis von 
HIV-Infektionen mit den Subtypen der Gruppe M und Subtyp O ermoglicht wird. Mit dem 
erfmdungsgemafien Verfahren, bei dem mindestens ein Antigen, das von gp41 eines 
Subtyp D-Isolats (Epitopbereich II = AS 518-533 der Consensus D-Sequenz) abgeleitet ist, 
und/oder mindestens ein Antigen, das voil gp41 eines HIV 1 Subtyp E-Isolats 
(Epitopbereich I = AS 551-565 der Consensus E-Sequenz) abgeleitet ist, eingesetzt wird, 
wird gewahrleistet, daB Proben, die Antikorper gegen Proteine von Gruppe M-Subtypen 
enthalten, sicherer als bisher nachgewiesen werden. Auch bei niedriger 
Antikorperkonzentration in der Probe wird eine gute Erkennung von verschiedenen HIV- 
Subtypen im Test ermoglicht. Die Gefahr falsch negativer Diagnosen wird durch das 
erfindungsgemafie Verfahren entscheidend verringert. 

Bevorzugt werden im erfmdungsgemaBen Verfahren die Antigene als Gemisch 
verschiedener Antigene eingesetzt. Dadurch kann in Proben mit hoher 
Amikorperkonzentration die Gefahr des Hook-Effekts verringert werden. da in der 
Mischung in der Kegel einige Antigene mit hoher Affmitat und einige mit schwacherer 
Affmitat vorliegen. Durch das erfmdungsgemaBe Verfahren wird aufierdem der Einsatz 
von definierten Antigensequenzen ermoglicht. 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann in alien dem Fachmann gelaufigen Testfiihrungen 
zum immunologischen Nachweis von HIV-Infektionen und insbesondere zum Nachweis 
von HIV-Antikorpem zur Anwendung kommen. Dazu gehoren beispielsweise homogene 
und heterogene Immunoassays. Bei homogener Testfiihrung erfolgt nach der Reaktion, d.h. 
der Bindung von Antikorper und Analyt keine Trennung von fester und flussiger Phase. 
Vielmehr erfolgt der Nachweis des Analyten bei homogenen Testfiihrungen haufig anhand 
der eintretenden Triibung, die auftritt, wenn durch die Anwesenheit des Analyten eine 



Vemetzung von Antikorpem und Antigenen erzeugt wird. Diese Verfahren mit 
Trubungsmessung werden auch als turbidimetrische Verfahren bezeichnet. Im 
erfindungsgemaUen Verfahren konnen beispielsweise die Antigene als multimere Antigene 
(sogenannte Polyhaptene) vorliegen, die dann durch die in der Probe vorhandenen 
Antikorper proportional zu deren Konzentration vemetzt werden. 

Bevorzugt sind jedoch heterogene Testfuhrungen. Verfahren nach dem Bnickentest- 
Konzept und dem Sandwich-Prinzip zahlen beispielsweise zu den heterogenen Verfahren. 
Beim Bnickentest verbruckt der nachzuweisende Antikorper ein festphasengebundenes 
Antigen mit einem markierten Antigen. Nach erfolgter immunologischer Reaktion wird die 
feste von der flQssigen Phase getrennt und die Markierung in einer der beiden Phasen 
bestimmt. Die Hohe des Signals ist ein Mafi fur die Menge bzw. Konzentration des 
Analyten (hier des Antikorpers). 

Beim Sandwich-Prinzip fangt ein festphasengebundener Antikorper den Analyten ein. Ein 
zweiter markierter Antikorper bindet ebenfalls an den Analyten. Die Trennung von fester 
und nussiger Phase und der Nachweis der Markierung erfolgt analog zum Bruckentest- 
Verfahren. Die beschriebenen Testfuhrungen soUen die erfmdungsgemaB moglichen 
immunologischen Nachweisvcrfahrcn nicht einschranken, sondem vielmehr anschaulich 
erlautem. Besonders bevorzugt wud das erfmdungsgemal3e Verfahren nach dem 
Briickentest-Konzept durchgcfuhn. Ebenfalls besonders bevorzugt sind auch kombinierte 
Nachweisverfahren. sogenannte ..Kombitests". bei denen der Briickentest fur den Nachwe.s 
von spezifischen Antikorpem und das Sandwich-Verfahren zum Nachweis von 
spezifischen Antigenen simultan vcrsvendet wird. Im vorliegenden Fall konnen mu Hdfe 
der erfindungsgemafien Antigene und Antigengemische spezifische HIV-Antikorper 
nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnen durch den Einsatz von Antikorpem, die fur em 
Oder mehrere HIV-Antigene spezifisch sind, durch das Sandwich-Verfahren HIV-Antigene 
detektiert werden. 

In der deutschen Patentanmeldung DE 197 09 762.6 wird ein Kombitest beschrieben, mit 
Hilfe dessen der simultane Nachweis von HIV-Antigenen und Antikorpem emioglicht 



wird. Im Rahmen eines solchen Kombitests wird das erfindungsgemaCe 
Nachweisverfahren bevorzugt eingesetzt. 



Gegenstand der Patentanmeldung DE 197 09 762.6 ist ein immunologisches, bevorzugt 
heterogenes Verfahren zum Nachweis einer HIV-Infektion, bei dem die Rezeptoren Rl bis 
R6 verwendet werden. In diesem Verfahren werden als Rezeptoren Rl und R2 solche 
eingesetzt, die das zu bestimmende HIVl-p24- und/oder HI V2-p26- Antigen spezifisch 
binden. Als Rezeptoren R3 und R4 werden ein oder mehrere Antigene aus dem env- 
Bereich von HIVl, HIV2 oder HIVl-SubO verwendet (gpl60. gpI20, gp41 fiir 
HIVl/HIVl-SubO und gpMO. gpllO, gp36 fur HIV2. Bevorzugt werden als Rezeptoren 
R3 und R4 gp41 und/oder gp36 oder Fragmente davon verwendet. Als Rezeptoren R5 und 
R6 werden ein oder mehrere Antigene aus dem pol- oder gag-Bereich von HIVl . HIV2, 
Oder HIVl-SubO verwendet. wobei dies nicht p24 oder p26 sein darf. Bevorzugt werden 
als R5 und R6 Antigene aus dem pol-Bereich von HIVl. HIV2. oder HIVI-SubO 
eingesetzt. Besonders bevorzugt wird als Rezeptor R5 und R6 die Reverse Transkriptase 
(RT) verwendet. Die in der vorliegenden Anmeldung in einem spateren Abschnitt genauer 
beschriebenen Antigene und Antigengemische werden bevorzugt in einem solchen 
Kombitest als Rezeptoren R3 und R4 eingesetzt. 

Die in der deutschen Patentanmeldung DE 1 97 09 762.6 beschriebenen Testfuhrungen, 
sowie die Mogiichkeiten der Fcstphasenbindung bei heterogener Testftihrung. die 
Verfahren zum Nachweis der .Markierung etc. sind ebenfalls Bestandteil der vorliegenden 
Anmeldung und werden dahcr hier im einzelnen nicht nochmals gesondert aufgefuhrt. 

Das erfindungsgemaCe Verfahren der vorliegenden Anmeldung kann als NaB- und als 
Trockentest durchgefiihrt werden. Bei den Nalitesten liegen alle Testreagenzien in flussiger 
Phase vor. Es konnen jedoch auch alle gangigen Trockentestformate. die zum Nachweis 
von Proteinen bzw. Antikorpem geeignet sind, verwendet werden. Bei diesen Trockentests 
Oder Teststreifen, wie sie beispielsweise in der EP-A-0 186 799 beschrieben sind, sind die 
Testkomponenten auf einem Trager aufgebracht. Bevorzugt wird das erfindungsgemaCe 
Verfahren jedoch als NaCtest durchgefuhrt. 
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Als Proben, die mit dem erfmdungsgemaBen Verfahren analysiert werden, konnen alle dem 
Fachmami bekaimten biologischen Flussigkeiten, die vermutlich mit HIV infiziert sind, 
verwendet werden. Bevorzugt werden als Probe Korperflussigkeiten wie VoUblut, 
Blutserum, Blutplasma, Urin, Speichel etc. eingesetzt. 

Die im erfmdungsgemaBen Verfahren eingesetzten Antigene sind vom env-Genprodukt 
gp41 von HIVl abgeleitet. Die Antigene, deren Sequenzen in den SEQ ID NO 1 bis 7 
beschrieben sind, tmd die bevorzugt im erfmdungsgemaBen Verfahren eingesetzt werden, 
stammen von den sogenamiten Epitopbereichen I und/ oder II von gp41 ftir die 
verschiedenen HIV 1 -Subtypen ab. Ein Teil der Peptide laBt sich zum Epitopbereich II, der 
andere Teil zum Epitopbereich I von gp4l zuordnen. Diese Bereiche sind immunologisch 
besonders reaktiv. Ein Vergleich der Sequenzen in diesen Bereichen zeigt, daB hier bei den 
verschiedenen HIVl -Subtypen Heterogenitaten auftreten. Es hat sich auBerdem gezeigt, 
daB insbesondere beim Subtyp D (Epitopbereich II) groBere Sequenzheterogenitaten als bei 
den ubrigen Vertretem der Gruppe M auftreten. 

Tabelle 1 zeigt die Sequenzvarianten verschiedener HIVl-Subt>'pen im Epitopbereich II 
von gp41. Tabelle 2 zeigt die Sequenzvarianten verschiedener HIVl -Subtypen im 
Epitopbereich I von gp41. Die Zahlen unter den Sequenzen geben die jeweiligen 
Aminosaurepositionen im gp41 an. 
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Tabelle 1: Sequenzvarianten aus dem gp41 Epitopbereich II von HIVl 



Subtyp A 
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I 


W 
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G 
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T 
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t 


V 
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Subtyp B 


L 


G 


I 


W 


G 
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S 


G 


K 


L 


I 
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T 


T 


a 


V 
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Subtyp C 


L 


G 


I 
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C 
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Subtyp D 


L 


G 


I 


W 


G 


C 


s 


G 


k 


H 


I 


c 


T 


T 


i 


V 
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518 
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. SJ3 


Subtyp E |L |G |L |W 

562 


G 


C 


S G 


K 


I I 


c 


T 


T 


A 


V 


: — S77 


Subtyp F |L |G |L |W 


G 


C 


S G K 


L I 


c 


T |T |N |V 


— S46 


Subtyp G |L |G |I 

534 


W 


G 


C 


S G 


K 


L 


I 


c 


T 


T 


N 


V 


. ^ ■•'49 


Subtyp O (Ant 
70-Isolat) 


L 


S 


L 


W 


G 


C 


K 


G 


K 


L 


V 


c 


Y 


T 


S 


V 


I — 596 



Tabelle 2: Sequenzvarianten aus dem gp41 Epitopbereich I von HIVl 



Subtyp A 


A 
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L 
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W 
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Subtyp B 


A 


V 


E 


R 


Y 


L 


k 


D 


Q 


Q 


L 


L 


G 


I 


W 




5 If. 
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Subtyp C |A |I |E 

5n 


R Y 


L 


K D 
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Q 


L 


L 


G I 


w 


— . 527 
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Subtyp D 



Subtyp E 



D 



507 



W 



521 



A |v IE |R |Y |L Ik Id |q |k if |l |g |l [w 

551 . ■ ' ^ — 




Die Positionen, die durch mehrere Aminosauren besetzt werden konnen und somit zur 
Heterogenitat der Subtypen beitragen, sind mit dem einbuchstabigen Aminosaure-Code in 
Kleinbuchstaben versehen. 

Ein Nveiterer Gegenstand der Erfindung sind Antigene. die vom Epitopbereich II von gp41 
des HIVl-Subtyps D abgeleitet sind. Die Antigene entsprechen bevorzugt den Sequenzen 
aus Tabelle 3 oder Teilsequenzen daraus und sind im SequenzprotokoU unter der 
Bezciclinung SEQ ID NO 1 bis 6 beschrieben. 

Tabelle 3: Antigene aus dem Epitopbereich II aus gp41 von HIVl-Subtyp D 





SEQ 




































ID NO 


































Subtyp D 


1 

2 


L 
L 


G 
G 


I 
I 


W 
W 


G 
G 


C 
C 


s 
s 


G 
G 


K 
R 


H 
H 


I 

I 


C 
C 


T 
T 


T 
T 


I 

T 


V 
V 




3 


L 


G 


I 


w 


G 


C 


s 


G 


K 


H 


I 


C 


T 


T 


N 


V 




4 


L 


G 


I 


w 


G 


C 


s 


G 


R 


H 


I 


C 


T 


T 


I 


V 




5 


L 


G 


I 


w 


G 


C 


s 


G 


R 


H 


I 


C 


T 


T 


N 


V 




6 


L 


G 


I 


w 


G 


C 


s 


G 


K 


H 


I 


C 


T 


T 


T 


V 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Antigene, die Teilsequenzen der in Tabelle 3 
offenbarten Sequenzen SEQ ID NO 1-6 mit einer Mindestlange von 7 Aminosauren 



enthalten, wobei der Bereich die sich zwischen den beiden Cysteinen befindenen 
Aminosauren einschlieBlich der beiden Cysteine umfaBt. Die beiden Cysteine liegen 
zumeist in Form einer intramolekularen Disulfidbriicke vor, wodurch eine geschlossene 
ringformige Struktur, also ein Loop entsteht. Besonders bevorzugt sind jedoch Antigene, 
die Teilsequenzen der in Tabelle 3 offenbarten Sequenzen SEQ ID NO 1-6 mit einer 
Mindestlange von 1 0 Aminosauren enthalten, wobei der Bereich mindestens die sich 
zwischen den beiden Cysteinen befindenen Aminosauren einschlielilich der beiden 
Cysteine und drei sich C-terminal anschlieJ3enden Aminosauren umfafit. Besonders 
bevorzugte Teilsequenzen entsprechen der in Formel (I) angegebenen Struktur: 

C-S-G-Xi-H-I-C-T-T-X, (I) 
X, = K, R 
X2 = I, T, N 
Wenn X, = K ist, darf jedoch Xj nicht T sein. 

Aus Formel (I) ergeben sich foigende bevorzugte Sequenzen SEQ ID NO 7-11. die 
bevorzugten Teilsequenzen der SEQ ID NO 1-6 entsprechen: 



SEQ ID NO 7: 


C-S-G-K-H-I-C-T-T-I 


(I) 


SEQ ID NO 8: 


C-S-G-K-H-I-C-T-T-N 


(I) 


SEQ ID NO 9: 


C-S-G-R-H-I-C-T-T-I 


(I) 


SEQ ID NO 10: 


C-S-G-R-H-I-C-T-T-N 


(I) 


SEQ ID NO 11: 


C-S-G-R-H-I-C-T-T-T 


(I) 



Diese Sequenzen konnen von weiteren Aminosauren flankiert oder nach dem Fachmann 
gelaufigen Methoden modifiziert sein. Die einzige Bedingung, die erfullt sein muB. ist die. 
daJ3 das modifizierte Antigen von Antikorpem, die gegen die unmodifizierte Teilsequenz 
gerichtet sind, erkannt und spezifisch gebunden wird. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung sind Antigene, die vom Epitopbereich I von 
gp41Pl des HIVl-Subtyps E abgeleitet sind. Die Antigene enthalten bevorzugt die 
Sequenz aus Tabelle 4 oder Teilsequenzen daraus mit einer Mindestlange von 6 
Aminosauren und sind im SequenzprotokoU unter der Bezeichnung SEQ ID NO 1 2 
beschrieben. 



Tabelle 4: Antigene aus dem Pl-Bereich aus gp41 von HIVl-Subtyp E 



SEQ ID 
NO 



c..w.,pP 12 AVER YLKDQKFLGLWI 



Mit Hilfe dieser Antigene aus dem Epitopbereich I bzw. II von HIVl-gp41 gemaB SEQ ID 
NO 1 bis 12 ist eine erheblich verbesserte Erkennung von Non-B-Subtypen beim Nachweis 
von HIV-Antikorpem moglich. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die Venvendung eines Antigens gemali 
SEQ ID NO 1 bis 11 Oder Teilsequenzen davon und/oder eines Antigens gemaB SEQ ID 
NO 12 Oder Teilsequenzen davon zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV, 
insbesondere von Antikorpem gegen HI V 1 -Subtypen der Gruppe M. 

Als besonders vorteilhaft zur zuverlassigen Detektion verschiedener HIV 1 -Subtypen hat 
sich die Ver^^'endung von Antigengemischen herausgestellt. Dabei ist es gunstig, wenn 
mindestens z^vei verschiedene Antigene. die auf der Sequenz unterschiedlicher Subtypen 
basieren. im Nachweisverfahren eingeselzt Nverden. Gegenstand der Erfmdung ist daher 
auch ein Antigengemisch. bestohcnd aus mindestens zwei Antigenen, wobei mindestens 
ein Antigen von gp41 eines HlVl-Subtyp D und mindestens ein Antigen aus der 
entsprechenden Region von up41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist. 
Bevorzugt entspricht das Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats dem 
Epitopbereich II (AS 518-533) der Consensus D-Sequenz. wobei besonders bevorzugt ein 
Antigen gemaC SEQ ID NO 1 - 11 verxvendet wird. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfmdung ist ein Antigengemisch, bestehend aus mindestens 
einem Antigen abgeleitet von gp41 eines HIVl-SubtypE-Isolats und mindestens einem 
Antigen, das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der 
Gruppe M abgeleitet ist. Bevorzugt entspricht- das Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E- 
Isolats dem Epitopbereich I (AS 551-565) der Consensus E-Sequenz, wobei besonders 
bevorzugt ein Antigen gemali SEQ ID NO 12 verwendet wird. 



Das Antigengemisch kann erfmdungsgemaiJ auch aus Antigenen der Epitopbereiche II und 
I von gp41 bestehen. Das Gemisch besteht dann aus mindestens einem Antigen abgeleitet 
von gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats, wobei bevorzugt ein Antigen aus dem 
Epitopbereich II (AS 518-533) der Consensus D-Sequenz und besonders bevorzugt ein 
Antigen gemafi den SEQ ID NO 1-1 1 eingesetzt wird, mindestens einem Antigen aus dem 
entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M, mindestens 
einem Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats, wobei bevorzugt ein Antigen aus 
dem Epitopbereich I (AS 551-565) der Consensus E-Sequenz und besonders bevorzugt ein 
von SEQ ID NO 12 abgeleitetes Antigen eingesetzt wird und mindestens einem Antigen, 
das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M 
abgeleitet ist, bestehen. Mit einem solchen Gemisch wird ein groBes MaB an 
experimenteller Sicherheit bei der Erkennung und dem Nachweis von Antikorpem gegen 
verschiedene HIVl-Subtypen im gp41 -Bereich erreicht. Dabei reicht es jedoch aus, wenn 
nur von einem Epitopbereich die komplette Mischung vorliegt (z.B. Epitopbereich II von 
Subtyp D und einem anderen Vertreter der Gruppe M) und von dem zweiten Epitopbereich 
nur noch eine zusatzliche Sequenz (z.B. ein Antigen aus dem Epitopbereich I nur eines 
Gruppe M-Vertreters) beigesteuert wird. 

Bevorzugt werden solche Anliucngcmische eingesetzt. bei denen das Antigen aus dem 
Epitopbereich II von gp4l eines HIVl-Subtyp D-Isolats der SEQ ID NO 1 bis 6 oder 
Teilsequenzen davon mit eincr .Mindestiiinge von 7 AS oder SEQ ID NO 7 bis 1 1 
entspricht. und/oder das Antigen aus dem Epitopbereich I von gp41 eines HIVl-Subtyp E- 
Isolats der SEQ ID NO 12 oder Teilsequenzen davon mit einer Mindestlange von 6 AS 
entspricht. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist daher auch die Verwendung eines der weiter 
oben beschriebenen Antigengemische zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV, 
insbesondere von Antikorpem gegen HIVl-Subtypen der Gmppe M und Subtyp O. Fur 
den gleichzeitigen Nachweis von Subtyp O ist gegebenenfalls der Einsatz von einem oder 
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mehreren Subtyp O-spezifischen Antigenen aus den Epitopbereichen I oder II von gp41 
notwendig. 

Besonders bevorzugt wird zu den oben beschriebenen Antigengemischen ein zusatzliches 
Antigen, das aus dem Epitopbereich II von gp41 des HIVl-Subtyps B abgeleitet ist 
und/oder ein zusatzliches Antigen, das aus dem Epitopbereich I von gp41 des HIVl- 
Subtyps B abgeleitet ist, eingesetzt. Ein solches Antigengemisch verbessert die HIVl- 
Subtypen-Erkennung der Gruppe M nochmals erheblich. 

Ebenfalls bevorzugt wird zu den oben beschriebenen Antigengemischen ein vveiteres 
zusatzliches Antigen, das aus dem Epitopbereich II von gp41 eines HIVl-Subtyp 0-Isolats 
abgeleitet ist und/oder ein zusatzliches Antigen, das aus dem Epitopbereich I von gp41 
eines HIVl-Subtyp 0-Isolats abgeleitet ist, eingesetzt. Ein solches Antigengemisch 
verbessert nochmals die HIV 1 -Subtypen-Erkennung, da somit sowohl die Erkennung von 
Gruppe M-Subtypen als auch von Subtyp O in einem Ansatz sichergestellt werden kann. 
Beispielhaft und bevorzugt konnen hier folgende Mischungen genannt werden, die sich als 
vorteilhaft bei der Bestimmung von HIV-Subtypen herausgestellt haben: 

Mischung von Antigenen aus dem Epitopbereich II von gp41 : 
Subtyp B: L G I W G C S G K L I C T T A V 

Subtyp D: LGIWGCSGKHICTTIV 
Subtyp O (Am 70): LSLWGCKGKLVCYTSV 

Mischung von Antigenen aus dem Epitopbereich I von gp41 : 
Subtyp E: A V E R Y L K D Q K F L G L W 

Subtyp B: A V E R Y L K D Q Q L L G I W 

Subtype (Am 70): ALETLLQNQQLLSLW 

Selbstverstandlich konnen auch zusatzliche Antigene dieses Bereiches eingesetzt werden, 
die weitere HIV-Subtypen wie zum Beispiel Subtyp A, C, F oder G erkennen. Einzige 
Voraussetzung ist, dal3 der Testablauf an sich noch funktionieren muB. SoUten sich 
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zukunftig weitere HIV-Subtypen identifizieren lassen, ist es ftir den Fachmann 
selbstverstandlich, weitere Antigene einzusetzen, die dann vom env-Bereich des 
jeweiiigen Subtyps und bevorzugt vom gp41-Bereich abgeleitet sind. 

Die genannten erfindungsgemaBen Antigene und Antigengemische konnen 
seibstverstandlich nach dem Fachmann gelaufigen Methoden auch zur Herstellung von 
Antikorpem oder Vakzinen verwendet vverden. 

Die eingesetzten Antigene sind nicht auf solche Antigene beschrankt, die von HIVl- 
Subtypen abgeleitet sind. Um eine zuverlassige Erfassung von HIV-Infektionen 
unabhiingig vom Virusstamm zu gewahrleisten, ist es wunschenswert, zusatzlich zu den 
beschriebenen Antigenen des env-Bereiches von HIVl auch Antigene einzusetzen, die vom 
env-Bereich und insbesondere von gp36 von HIV2 abgeleitet sind. 

Die erfindungsgemaBen Antigene und Antigengemische sind - wie weiter oben bereits 
erlautert - von einem HIVI-Genprodukt des env-Bereiches, insbesondere vom gp41 und 
besonders bevorzugt aus dem Epitopbereich I und II des gp41 abgeleitet. Bevorzugt 
entspricht die Aminosauresequenz der naturlich vorkommenden Sequenz, da somit 
sichergestellt werden kann, daB die verschiedenen Subtypen im immunologischen 
Nachweisverfahren sicher detekiiert werden. Das heiBt, daB die in der Probe enthaltenen 
Aniikorpen die gegen einen bestimmten HIVl-Subtyp gerichtet sind, diese Antigene 
spezifisch binden. Im Falle des Bruckentests muBten die Antigene durch den Antikorper 
verbriickt werden. 

Unter dem Begriff., Antigen" ist ein Bindepartner zu verstehen, der an einen Antikorper 
mit entsprechender Bindungsstelle spezifisch bindet. Das Antigen stellt das Epitop dar, das 
vom Antikorper erkannt und spezifisch gebunden wird. Das Antigen ist bevorzugt ein 
Peptid Oder Protein, besteht also bevorzugt aus Aminosauren, kann jedoch auch durch 
Zuckerstrukturen und/oder Lipidstrukturen modifiziert werden. Voraussetzung ist, daB die 
antigenen Eigenschaften des Antigens, das heiBt die Bindefahigkeit mit dem 
nachzuweisenden Antikorper nicht wesentlich verandert wird. Die Antigene konnen 
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natiirlich auch als reine Peptide ohne weitere Modifikationen eingesetzt werden. Der 
Einsatz unmodifizierter Antigene ist beispielsweise bei kompetitiven Tests denkbar. 
Prinzipiell sind alle fur die jeweilige Testfuhrung erforderiichen und dem Fachmann 
gelaufigen Modifikationen der Antigene erlaubt. Wesentiich ist immer, daB die 
Bindefahigkeit der Antigene an die spezifisch nachzuweisenden Antikorper erhalten bleibt. 

Werden peptidische Antigene eingesetzt, kann es durchaus vorteilhaft sein, die Peptide zu 
modifizieren. Das heiBt, dafi ein Peptid, das einen bestimmten Epitop-Bereich darsteilt, 
beispielsweise auBerdem N-terminai und/oder C-terminal flankierende Sequenzen besitzen 
kann, die nicht mehr dem spezifischen Epitop entsprechen. Das heiBt, es konnen in den 
Peptiden auch epitopfremde Sequenzen enthalten sein, die natiirlicherweise nicht in diesem 
Aminosaure-Zusammenhang vorkommen. Die einzige Voraussetzung ist, daB trotz der 
flankierenden Aminosauren die Epitope des Peptids dennoch erhalten bleiben. Das 
bedeutet, daB die nachzuweisenden Antikorper das jeweilige Epitop spezifisch binden 
konnen. Des weiteren ist es moglich, das Peptid mit dem Fachmann gelaufigen Spacer- 
Gruppen zu versehen. Die einzige Bedingung auch hier ist wiederum, daB die 
Bindefahigkeit an die zu bestimmenden Antikorper erhalten bleibt. 

Die Peptide oder Antigene konnen auch innerhalb des Epitop-Bereiches modifiziert 
werden. beispielsweise durch Substitution, Deletion oder Insertion einzelner 
Aminosaurereste. Voraussetzung bei solchen Veranderungen ist allerdings immer, daB die 
spezifische Bindefahigkeit der nachzuweisenden Antikorper erhalten bleibt. 

Unter den erfindungsgemaBen Peptiden und Antigenen, die einem spezifischen Epitop des 
env-Bereiches und insbesondere des Epitopbereichs I und II des gp41 entsprechen, sind 
auch Peptidderivate zu verstehen, in denen eine oder mehrere Aminosauren durch eine 
chemische Reaktion derivatisiert worden sind. Beispiele von erfindungsgemaBen 
Peptidderivaten sind insbesondere solche Molekiile, in denen das Backbone oder/und 
reaktive Aminosaureseitengruppen, zum Beispiel ft-eie Aminogruppen, freie 
Carboxylgruppen oder/und freie Hydroxylgruppen, derivatisiert worden sind. Spezifische 
Beispiele fur Derivate von Aminogruppen sind Sulfonsaure- oder Carbonsaureamide, 



Thiourethanderivate und Ammoniumsalze, zum Beispiel Hydrochloride. Carboxylgruppen- 
derivate sind Saize, Ester und Amide. Beispiele ftir Hydroxylgruppenderivate sind O-Acyl- 
oder 0-Alkylderivate. Die Herstellung der Peptide erfolgt bevorzugt durch chemische 
Synthese nach dem Fachmann bekannten Methoden und bediirfen hier keiner besonderen 
Eriauterung. Prinzipiell konnen die Peptide und Antigene auch mittels rekombinanter 
Methoden hergestelh werden. Dabei konnen die beanspruchten Epitope bz%v. Antigene Teil 
eines groBeren rekombinanten Proteins sein. 

Weiterhin umfafit der Begriff Peptidderivat auch solche Peptide, in denen eine oder 
mehrere Aminosauren durch naturlich vorkommende oder nicht-natiirlich vorkommende 
Aminosaurehomologe der 20 .Standard"-Aminosauren ersetzt werden. Beispiele fiir solche 
Homologe sind 4-Hydroxyprolin, 5-Hydroxylysin, 3-Methylhistidin, Homoserin, Omithin, 
P-Alanin und 4-Aminobuttersaure. Die Peptidderivate mussen eine im vvesentlichen 
aquivalente Spezifitat oder/und Affmitat der Bindung an die zu bestimmenden Antikorper 
aufVeisen, wie die Peptide oder Antigene, aus denen sie abgeleitet sind. 

Als erfindungsgemaCe Peptide oder Antigene, die einem spezifischen Epitop entsprechen, 
werden auch peptidmimetische Substanzen. im folgenden Peptidmimetika genannt, 
verstanden. die eine im vvesentlichen aquivalente Spezifitat oder/und Affmitat der Bindung 
an die zu bestimmenden Amikorper aufweisen, wie die zuvor genannten Peptide oder 
Peptidderivate. Peptidmimetika sind Verbindungen. die Peptide in ihrer Wechselwirkung 
mil dem zu bestimmenden Antikorper ersetzen konnen und gegeniiber den nativen 
Peptiden eine erhohte Stabilitat. insbesondere gegenuber Proteinasen oder Peptidasen. 
auaveisen konnen. Methoden zur Herstellung von Peptidmimetika sind beschrieben bei 
Giannis und Kolter, Angew. Chem. 105 (1993), 1303-1326 und Lee et al., Bull. Chem. 
Soc. Jpn. 66 (1993), 2006-2010. 

Die Lange eines Epitops, d.h. somit auch die Lange der erfindungsgemafien Antigene, 
orientiert sich an den natiirlicherweise vorkommenden Epitopen des gp41. Die 
Mindestlange eines Epitops betragt ublicherweise mindestens 4 bis 6 Aminosauren. 
Bevorzugt liegt die Lange jedoch daruber, das heifit zwischen 6 und 20, und besonders 



bevorzugt zwischen 8 bis 15 Aminosauren. Im Falle der Peptidmimetika oder 
Peptidderivate ist eine analoge Lange beziehungsweise GroBe des Molekuls notwendig. 

Die erfindungsgemaBen Antigene konnen fur den Einsatz in Immunoassays mit 
FestphasenBindegmppen wie Biotin und Haptenen wie Digoxigenin und anderen 
Markiemngsgruppen wie beispielsweise Metallchelat-Komplexen nach dem Fachmann 
bekannten Verfahren versehen warden. Verfahren zur Herstellung von haptenmarkierten 
Peptiden sind beispielsweise in der WO 96/03423 beschrieben. Verfahren zur Herstellung 
von metallchelatmarkierten Peptiden sind in der WO 96/03651 erlautert. 

Die Antigene konnen nicht nur einzeln oder als Gemisch einzelner Antigene eingesetzt 
werden. wobei jedes Antigen ein Epitop nur einmal enthalt. Of^mals kann es auch von 
Vorteil sein, wenn Epitope mehrfach. also als multiple Epitope vorhanden sind. Ein solches 
multiples Epitop wird auch als Polyhapten bezeichnet. Polyhaptene sind insbesondere zum 
Nachweis von spezifischem IgM geeignet. In der WO 96/03652 werden solche 
Polyhaptene und Verfahren zu deren Herstellung offenbart. Auch die Kopplung solcher 
Polvhaptene mit Markierungsgruppen. Haptenen und Festphasen-Bindegruppen ist dort 
offenbart. Bevorzugt werden die ertlndungsgemaBen Antigene als Polyhaptene eingesetzt, 
deren Herstellungsverfahren der Fachmann leicht aus der WO 96/03652 entnehmen kam.. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist ein Reagenz zum Nachweis von Antikorpem 
cegen HIV mittels eines Immunoassays bestehend aus 

^,) mindestens einem Antigen von gp4l eines HIVl-Subtyp D-lsolats. bevorzugt abgeleUet 
dem Epitopbereich II (AS 5 1 8-533) der Consensus D-Sequenz und mindestens einem 
Antigen, das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen HlVl-Subtyp- 
Isolats der Gruppe M abgeleitet ist. und/oder 

b) mindestens einem Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats, bevorzugt abgeleitet 
aus dem Epitopbereich I (AS 55 1 -565) der Consensus E-Sequenz und mindestens einem 
Antigen, das aus dem entsprechenden Bereich von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der 
Gruppe M abgeleitet ist, und den iiblichen Testzusatzen fur Immunoassays. Zu den ubhche 
Testzusatzen zahlen beispielsweise Puffer, Salze, Detergenzien, und Hilfsstoffe wie 



a 
aus 



;8 

Rinderserumalbumin. Die notwendigen Zusatze sind dem Fachmann bekannt oder konnen 
von ihm auf einfache Weise herausgefiinden werden. 
Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung weiter. 
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Beispiele 



Beispiel 1: Syn these der biotinylierten Peptide 



Die entsprechenden Teilsequenzen der Aminosauresequenz des HIV-gp4l.Virusproteins 
werden mittels Fluorenylmethyloxycarbonyl-(Fmoc)-Festphasenpeptidsynthese an einem 
Batch-Peptidsynthesizer, z.B. von Applied Biosystems A431 oder A433, hergestellt. Dazu 
werden jeweils 4.0 Aquivalente von folgenden Fmoc-Aminosaurederivaten verwendet: 

Tabelle 5: 

I Fmoc-Ala-OH 



Id 



IH 



[N 



R 



w 



Fmoc-Cys(Trt)-OH 



Fmoc-Asp(tBu>OH 



i Fmoc-Glu(tBu)-OH 



I Fmoc-Phe-OH 



I Fmoc-Gly-OH 



Fmoc-His(Trt)-OH 



I Fmoc-Ile-OH 



Fmoc-Lys(PhenylacetyI)-OH 



I Fmoc-Leu-OH 



I Fmoc-Met-OH 



I Fmoc-Asn(Trt)-OH 



I Fmoc-Pro-OH 



I Fmoc-Gln(Trt)-OH 



Fmoc-Arg(Pmc)-OH 



Fmoc-Ser(tBu)-OH 



Fmoc-Thr(tBu)-OH 



I Fmoc-BAlanin 



I Fmoc-Val-OH 



Fmoc-Trp-OH 



Boc-Lys(Fmoc)-OH 



Fnioc-Tyr(tBu)-OH 



Fmoc-Aminocapronsaure 



ft 
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Die Aminosauren oder Aminosaurederivate werden in N-Methylpyrolidon gelost. Das 
Peptid wird an 400-500 mg 4-(2',4'-DimethoxyphenyI-Fmoc-Aminomethyl)-Phenoxy- 
Harz (Tetrahedron Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0.4 - 0.7 mmol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreaktionen werden beziiglich Fmoc- 
Aminosaurederivat mit 4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivaltenen N- 
Hydroxybenzotriazol in Dimethylformamid als Reaktionsmedium wahrend 20 min 
durchgefuhrt. Nach jedem Syntheseschritt wird die Fmoc-Gruppe mit 20 %igem Piperidin 
in Dimethylformamid in 20 min abgespalten. Enthalten die Peptide eine intramolekulare 
Disulfidbnicke, so wird die Fmoc-geschutzte, Peptidsequenz vor der Kupplung des 

artifiziellen Spacers mit Jod in Hexafluorisopropanol/Dichlormethan (Kober et al.. The ^ 
Peptide Academic Press, New York, 1981, pp 145-47) an der Festphase oxidiert und 
anschlieBend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, und der Spacer sowie das ; 
N-terminale Biotin oder ein Bispyridyl-Ruthenium-Komplex gekuppelt. i 

Die Freisetzung des Peptides vom Syntheseharz und die Abspaltung der saurelabilen [ 

Schutzgruppen - mit Ausnahme der Phenylacetylschutzgruppe am Lysin - erfolgt mit 20 ml 

Trifluoressigsaure, 0.5 ml EthandithioK 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml Wasser in 

40 min bei Raumtemperatur. Die Reaktionslosung wird anschlieBend mit 300 ml 

gekuhltem Diisopropylether versetzt und zur vollstandigen Fallung des Peptides 40 min bei 

0°C gehalten. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit Diisopropylether nachgewaschen, mit 

wenig 50 %iger Essigsaure gelost und lyophilisiert. Das erhaltene Rohmaterial wird mittels 

praparativer HPLC an Delta-PAK RP CIS-Material (Saule 50 x 300 mm. 100 A, 15 ja) 

uber einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0.1 % Trifluoressigsaure, Eluent 

B: Acetonitril. 0. 1 % Trifluoressigsaure) in ca 120 min aufgereinigt. Die Identitat des 

eluierten Materials wird mittels lonenspray-Massenspektrometrie gepruft. 



Tabelle 6: Synthetisierte biotinylierte Peptide: 



Consensus B 


Antigen I 


Biotin 


xuzu 


L 


G 


I 


W 


G 


C(ox) 


S 


G 


K 


L 


I 


C(ox) 


T 


T 


A 


V 


Consensus D 


Antigen 2 


Biotin 


xuzu 


L 


G 


I 


w 


G 


C(ox) 


s 


G 


K 


H 


I 


C(ox) 


T 


T 


I 


V 



Die Bezeichnung „C (ox)" steht fiir eine intramolekulare Disulfidbriicke. „XUZU" ist der 
Spacer (s. Tabelle 5). 

Beispiel 2: Synthese der digoxigenylierten Peptide 

Die Peptidsynthese erfolgt analog zu Beispiel 1. Befinden sich Lysine in der Sequenz, wird 
zur Synthese das Aminosaurederivat Fmoc-Lys(PhAc)-OH anstatt Fmoc-Lys(Boc)-OH 
eingesetzt. Die Synthese wird nach der Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe 
der letzten Spacer-Aminosaure beendet. Bei der Freisetzung des Peptides vom 
Syntheseharz und der Abspaltung der saurelabilen Schutzgruppen wird die 
Phenylacetylschutzgruppe am Lysin nicht entfemt. 

Die Einfuhrung des Digoxigenin- bzw. Digoxin-Labels erfolgt uber Aktivester-Derivate 
(beispielsvveise Digoxigenin-3-carboxymethylether-N-hydroxysuccinimidester) an die 
freien Aminogruppen des Peptids in Losung. Das zu derivatisierende Peptid wird in einer 
Mischung aus DMSO und 0.1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 8.5 gelost. AnschlielJend 
werden 2 Aquivalente Aktivester pro freie primare Aminoflinktion in wenig DMSO gelost 
zugetropft und bei Raumtemperatur geriihrt. Der Umsatz wird uber analytische HPLC 
verfolgt. Das Produkt wird mittels praparativer HPLC aufgreinigt. 

Enthalt das Peptid noch mit Phenylacetyl-geschUtzte Lysine, so wird diese Schutzgruppe 
im letzten Schritt enz>'matisch mit immobilisierter PenG-Amidase in wassrigem Mileu mit 
organischem Solvens-Anteil bei Raumtemperatur abgespalten. Das immobilisierte Enzym 
wird abtlltriert und das Peptid uber praparative HPLC aufgereinigt. Die Identitat des 
eluierten Materials wird mittels lonenspray-Massenspektrometrie gepriift. 



Tabelle 7: digoxigenylierte Peptide 



Consensus B 


Antigen 3 


Dig-3-cme- 


UZU 


L 


G 


I 


W 


G 


C (ox) 


S 


G 
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L 


I 


C(ox) 


T 


T 


A 


V 


Consensus D 


Antigen 4 


Dig-3-cme- 
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L 


G 
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I 


V 
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Beispiel 3: Bewertung der subtypenspezifischen Antigene 
3.1. Immunologischer Test allgemein 

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte analog zu der in der Packungsbeilage des Enzymun- 
Test ^ Anti-HIV 1 +2-HSubtypO (Best.Nr. 1 5573 1 9, Boehringer Mannheim GmbH. 
Deutschland) beschriebenen Vorgehensweise. Lediglich die Antigenflaschen 2a und 2b 
wurden gegen eine Peptid-Losung (Einsatzmenge Antigen jeweils5 nmol/ml) ausgetauscht. 
Alle Puffer und Detektionsreagentien wurden beihalten. Der Test wurde bei 25°C auf dem 
Gerat ES 600 oder ES700 (Hersteller: Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland) in 
einem Probenvolumen von 100 ^1 in streptavidinbeschichteten Testrdhrchen nach dem 
Prinzip des 2-Schritt-Sandwich-ELISA durchgefiihrt. Im einzelnen wurden folgende 
Reagenzien verwendet: 

• Inkubationspuffer: Tris 50 mM pH 7.5; Rinderserumbestandteile 

• Konjugatpuffer: Tris 50 mM pH 7.5; Rinderserumbestandteile 

• Konjugat: Peroxidase(POD)-markierte Anti-Digoxigenm-Antikorper vom Schaf 

• Substrat: ABTS® Substratlosung (2,2'-Azino-di[3-ethyIbenzthiazolin-sulfonat] 1.9 
mmol/1 in 1 00 mmol/1 Phosphat/Citrat-Puffer, pH 4,4, Natriumperborat 3.2 mmol/1 
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3.2. Ergebnisse der Bewertung 



Flasche 2a 




Antigen 1 
(Subtyp B) 


Antigen 2 
(Subtyp D) 


Antigen 1 + 2 
(Subtyp B+D) 


Flasche 2b 




Antigen 3 
(Subtyp B) 


Antigen 4 
(Subtyp D) 


Antigen 3+4 
(Subtyp B+D) 


Serum 


Subtyp 








NegativkontroIIe 


alle Signale in E 


0.05 


0.03 


0.05 


Serum 1 


B 


4.49 


4.10 


4.55 


Serum 1 Verdiinnung 1:10 




4.10 


3.24 


4.32 


Serum 1 Verdiinnung 1:100 


• 


2.78 


0.56 


3.06 


Serum 1 Verdiinnung 1:1000 




2.10 


0.15 


2.28 


Serum 1 Verdiinnung 1:10000 




0.69 


0.05 


0.74 


Serum I Verdunnung 1:100000 




0.17 


0.03 


0.18 


Serum 1 Verdunnung 1:1000000 




0.05 


0.01 


0.05 


Serum 2 


D 


3.45 


4.75 


4.82 


Serum 2 Verdiinnung 1:10 




2.71 


4.24 


3.97 


Serum 2 Verdiinnung 1:100 




2.19 


3.98 


2.94 


Serum 2 Verdiinnung 1:1000 




1.49 


2.55 


2.63 


Serum 2 Verdiinnung 1 : 1 0000 




0.37 


1.04 


0.77 


Serum 2 Verdiinnung 1:100000 




0.16 


0.20 


0.29 


Serum 2 Verdunnung 1:1000000 




0.03 


0.09 


0.06 


Serum 3 


B 


3.07 


2.58 


3.08 


Serum 3 Verdiinnung 1:10 




2.39 


0.35 


2.46 


Serum 3 Verdiinnung 1:100 




1.74 


0.12 


1.87 


Serum 3 Verdiinnung 1 : 1 000 




0.58 


0.08 


0.69 


Serum 3 Verdunnung 1:10000 




0.16 


0.05 


0.20 


Serum 3 Verdunnung 1:100000 




0.04 


0.04 


0.05 


Serum 3 Verdunnung 1:1000000 




0.00 


0.02 


0.00 


Serum 4 


B 


5.08 


4.99 


4.67 


Serum 4 Verdiinnung 1:10 




4.68 


4.72 


4.89 
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Serum 4 Verdiinnung 1 : 1 00 




2.89 1 2.86 


1 IS 


Serum 4 Verdunnung 1 : 1 000 




3.04 


0.85 


3.07 


Serum 4 Verdiinnung 1 : 10000 




1.29 


0.15 


1.38 


Serum 4 Verdiinnung 1 : 100000 




0.62 


0.05 


0.69 


Serum 4 Verdunnung 1 : 1000000 




0.40 


0.00 


0.46 



Der Einsatz der Antigenmischung mit Antigenen verschiedener HIV-Subtypen erxveist sich 
als vorteilhaft gegenuber dem Einsatz der einzelnen Antigene: Der Einsatz der 
Antigenmischung fuhrt zu deutiich friiherer Erkemiung (bei hoherer Verdumiung) von 
infizierten Proben, d.h. durch die Vervvendung der Antigemnischung wird die 
Verdunnungssensitivitat positiv beeinfluBt. Mit den erfindungsgemaBen 
Antigenmischungen konnen Infektionen mit Subtyp B und Subtyp D zuverlassiger 
detektiert vverden. Subtyp B-Seren reagieren mit Subtyp B-spezifischen Amigenen m 
hoheren Verdumiungen als mit Subtyp-D spezifischen Antigenen. Analog dazu reagieren 
Subtyp D-Seren mit Subtyp-D spezifischen Amigenen auch bei starkerer Verdunnung der 
Seren positiv, vvahrend sie mit Subtyp B-spezifischen Antigenen schwacher reagieren. 



25 



Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV mittels eines Immunoassays 

dadurch gekennzeichnet, daB 

a) mindestens ein Antigen von gp41 ernes HIVl-Subtyp D-Isolats and mindestens ein 
Antigen, das von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist. 

verwendet wird und/oder 

b) mindestens ein Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats und mindestens ein 
Antigen, das von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet >st, 
verwendet wird. 

-7 Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daC 

a) mindestens em Antigen aus dem Epitopbereich II der Consensus-Sequenz ernes HIVl- 
Subtvp D-Isolats und mindestens ein Antigen, das aus dem entsprechenden Bere.ch von 
gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist, verwendet w.rd und/oder 

b) mmdestens ein Antigen aus dem Epitopbereich I der Consensus-Sequenz ernes HIVl- 
Subtvp E-Isolats und mindestens ein Antigen, das aus dem entsprechenden Bere.ch von 



gp41 eines 



anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist. verwendet wird. 



3 Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet. dafi das Antigen von gp41 eines 
HIV I -Subtyp D-Isolats den SEQ ID NO 1 b.s 1 1 oder Teilsequenzen davon entspncht. 

und/oder 

das An.igen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-lsola,s der SEQ ID NO 12 oder Teilsequenzen 

davon entspricht. 

4 Antigeneemisch bestehend aus mindestens zwei Antigenen, wobei mindestens ein 
Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats und mindestens ein Antigen von gp41 
eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist 
und/oder 

mindestens ein Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats und mindestens em 
AntiRen von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist. 
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5. Antigengemisch gemaB Anspmch 4 dadurch gekennzeichnet. daJ3 das Antigen von gp41 
eines HIVl-Subtyp D-Isolats aus dem Epitopbereich II der Consensus-Sequenz von HIVl- 
Subtyp D abgeleitet ist, 
und/oder 

das Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats aus dem aus dem Epitopbereich I der 
Consensus-Sequenz von HIVl-Subtyp E abgeleitet ist. 

6. Antigengemisch gemafi Anspruch 4 oder 5 dadurch gelcennzeichnet, daB das Antigen 
von gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats den SEQ ID NO 1 bis 1 1 oder Teilsequenzen davon 
mit einer Mindestlange von 7 AS entspricht. 
und/oder 

das Antigen von gp41 eines des HIVl-Subtyp E-Isolats der SEQ ID NO 12 oder 
Teilsequenzen davon mit einer Mindestlange von 6 AS entspricht. 

7. Antigengemisch gemaB einem der Anspriiche 4 bis 6 dadurch gekennzeichnet. daB 
zusatzlich ein Antigen eingesetzt wird. das aus dem Epitopbereich I und/oder II von HIVl- 

Subtyp O abgeleitet ist. ■ 

8. Antigen, das eine Sequenz gemaf3 SEQ ID NO 1 bis 1 I oder Teilsequenzen davon mit 
einer Mindestlange von 7 Aminosauren enthalt. 

9. Antigen, das eine Sequenz gemafl SEQ ID NO 12 oder Teilsequenzen davon mit einer 
Mindestlange von 6 Aminosauren enthalt. 

10. Verxvendung eines Antigengemisches gemaB einem der Anspriiche 5 bis 7 zum 
Nachweis von Antikorpem gegen HIV. 

i 

1 1 . Vervvendung eines Antigens gemaB einem der Anspriiche 8 oder 9 zum Nachweis von 
Antikorpem gegen HIV. 



12 Verwendun^ eines Antigens gemSB Anspnicli 8 oder 9 oder eines Antigengemisches 
gemaB einem der Anspniche 5 bis 7 in einem Kombitest gemaB DE 197 09 762.6 zum 
Nachweis von Antikorpem gegen HIV. 

13. Reagenz zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV mittels eines Immunoassays 
bestehend aus 

a) mindestens einem Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats und mindestens 
einem Antigen, das von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgelextet xst, 
und/oder 

b) mindestens einem Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats und mindestens 
einem Antigen, das von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist, 
und den ublichen Testzusatzen fiir Immunoassays. 

13. Reagenz zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV mittels eines Immunoassays 
bestehend aus 

a) mindestens einem Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats aus dem 
Epitopbereich II der Consensus-Sequenz von HIVl-Subtyp D und mindestens emem 
Antieen. das von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist. und/oder 

b) mindestens einem Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats aus dem 
Epitopbereich 1 der Consensus-Sequenz von HIVl-Subtyp E und mindestens einem 
Amigen. das von gp41 eines anderen HIVl-Subtyps der Gruppe M abgele.tet ist. 
und den ublichen Testzusatzen fur Immunoassays. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV mittels 
eines Immunoassays, das dadurch gekennzeichnet ist, dal3 mindestens ein Antigen des env- 
Genproduktes gp41 eines HIVl-Subtyp D-Isolats und mindestens ein Antigen, das von 
gp41 eines anderen HIVI-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist, verwendet wird und/oder 
mindestens ein Antigen von gp41 eines HIVl-Subtyp E-Isolats und mindestens ein 
Antigen, das von gp41eines anderen HIVI-Subtyps der Gruppe M abgeleitet ist, verwendet 
wird. Weiterhin betrifft die Erfindung Antigene und Antigengemische, deren Bestandteile 
von gp41 eines HIVl Subtyp D-Isolats bzw. von gp41 des HIVl Subtyp E-Isolats 
abgeleitet sind, sowie deren Verwendung zum Nachweis von HIV-Antikorpem und ein 
Reagenzienkit. 



